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本評価法は in vitro毒性試験の結果に基づいてリスク評価を行うため、実験条件に基づく不確実性や in vitroと
in vivoとの乖離に起因する不確実性が生じることが予想されるが、疫学情報を有する放射線をいわば内標準と
して用いることで、そうした不確実性を最小化できると考える。 












































































 以上のような目的を設定し、本論文を以下のように構成する。なお、図 1-3には、本論文の概要を示す。 
 
 Chapter 1 では、本研究で提案する放射線等価係数を用いたヒト健康リスク評価法の意義を説き、その確立
を目指して本研究の目的を設定する。 
 Chapter 2 では、ヒト正常骨髄細胞を用いた染色体異常試験を行うにあたって必須となる細胞培養条件につ
いて検討を行い、最適培養条件を決定する。 
































 Chapter 5 では、ベンゼン代謝物あるいは放射線を曝露した細胞を用いてマイクロアレイによる網羅的な遺
伝子発現変動解析を行い、ベンゼンと放射線の曝露に共通のマーカー遺伝子を探索すると共に遺伝子発現変動
パターンをリスク評価に適用する可能性について検討する。 








 Chapter 8では、本研究で得られた成果をまとめると共に、今後の展望及び検討すべき課題について述べる。 
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 使用した細胞は、Bone Marrow Mononuclear Cells（CAMBREX, NJ）及びBone Marrow CD34+ Cells（Lonza, 
Swetzerland）である。また、細胞培養用試薬としては、無血清培地 STEMPROTM-34及び L-Glutamineは Invitrogen
社（CA）の、無血清培地StemSpan® SFEM（Serum-Free Expansion Medium）及びサイトカインカクテルStemSpan® 
CC100は StemCell® Technologies社（Canada）の、汎用培地 IMDM（Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium）は
Lonza社の、血清 FBS（Fatal Bovine Serum）はMP Biomedicals社（OH）の、サイトカイン SCF（Stem-Cell Factor）、






あり、その詳細を表 2-1に示す。表 2-1に示した条件の内、条件 1はDelayらの研究[2-13]でヒト骨髄由来CD34+
細胞の培養に用いられた培養条件と同等の条件であり、条件 2 は Bone Marrow Mononuclear Cells に対して
CAMBREX社が推奨する培養条件に基づいている。また、条件 3はBone Marrow CD34+ Cellsの無血清培養に
関して Lonza社が推奨する培養条件であり、無血清培地 StemSpan® SFEMはヒト臍帯血由来CD34+細胞を対
象とした Limらの研究[2-14]においても用いられている。条件 4はBone Marrow CD34+ Cellsの有血清培養に
関して Lonza社が推奨する培養条件となっており、汎用培地 IMDM及び FBSはArakiらの研究[2-15]でも骨髄
由来CD34+細胞の培養に用いられている。 
















表 2-1 本研究で用いた培養条件の詳細 
培養条件 条件1 条件2 条件3 条件4
使用細胞
使用培地 IMDM StemSpan® SFEM








StemSpan® CC100 1% (v/v)






 回収した細胞をwash solution（2%量の FBSを添加した PBS（Phosphate Buffered Saline））で洗浄した。洗浄
後の細胞から 4.0×106cellsを取り、wash solution 400µL中に懸濁した。この細胞浮遊液を 100µLずつ 4本の試
験管に等分し、それぞれ試験管 I, II, III, IVとした。 
 試験管 Iにはネガティブコントロールとして 20µLの PE mouse IgG1 isotype control（Becton, Dickinson and 
Company, NJ）を、試験管 II及び IVにはそれぞれ 20µLの anti human CD34-PE antibody（Becton, Dickinson and 
Company）を添加し、4本の試験管を室温、暗所にて 30分間静置した。各溶液をwash solutionで 2度洗浄し
た後、室温、1500rpmにて 5分間遠心沈降し、上清を除去した。その後、試験管 III及び IV中の細胞塊にはそ
れぞれ 20µLの 7-AAD（Becton, Dickinson and Company）を加えて室温にて 10分間静置した。4本の試験管そ






antibodyと 7-AADの両方を添加した試験管 IVを細胞分化解析に用い、PE mouse IgG1 isotype controlのみを添
加した試験管 Iは機器の初期設定及びバックグラウンドの設定に、CD34 antibodyのみを添加した試験管 IIは
CD34の検出感度補正に、7-AADのみを添加した試験管 IIIは 7-AADの検出感度補正に用いた。 
 
2-4-4 MPO含有量の測定 
 回収した細胞を細胞密度 5.0×104cells/mL にて播種して 24 時間の前培養を行った後、細胞を回収し、PBS
を用いて 2度の洗浄を行った。洗浄後の細胞から 2.5×106cellsまたは 5.0×106cellsを取り、600mM PBS 500µL
及び 30% TritonX（MP Biomedicals）60µL、滅菌水 5.44mLを混合して事前調製したMPO lysis solution 1mL中
に懸濁した。この細胞浮遊液に、液体窒素凍結、37℃温浴という凍結融解サイクルを 3度繰り返すことで細胞
を完全に溶解した。細胞浮遊液を 4℃, 12000rpmにて 15分間遠心沈降し、上清を除去した。残った細胞塊に
TMB reacting solutionを90µL添加し、37℃にて5分間インキュベートした。TMB reacting solutionは、500mM PBS 
100µL及び N,N-ジメチルホルムアミドを用いて 20mM に調製した TMBZ（同仁化学、熊本）80µL を滅菌水
820µLに混合して事前調製した。その後 10mM H2O2を 10µL加え、37℃にて 4分間インキュベートすること
で青色への呈色反応を行った。4分後 100µLの 5M H3PO4を添加して溶液の pHを変化させることで呈色反応
を停止させた。5M H3PO4の添加によりMPOの検出感度が向上することが知られており[2-17]、溶液の吸収極




（純度 95%以上; ELASTIN Products, MO）を用いて同様の操作を行うことで検量線を作成し、その検量線に基
づいて細胞試料中のMPO含有量を決定した。 
 











培養 6 日目で約 15.9 倍と充分な増殖が観察さ
れた。しかしながら、他の培養条件については、



















縦軸に 7-AAD 蛍光強度を取り、CD34及び 7-AAD それぞれの検
出感度補正結果に基づいて陽性ラインを設定することで対象細胞









図 2-1 それぞれの培養条件における増殖曲線 
図 2-2 ゲーティング結果 









 y = 449x ! 0.0246(R
2 = 0.988)  
ただし、 
 x：試料懸濁液中のタンパク量[mg/mL] 






胞数 2.5×106cellsにて 2試料、5.0×106cellsにて 3
試料の合計 5試料分の測定を行った。これら 5試
料を順に 2.5a, 2.5b, 5.0a, 5.0b, 5.0cと呼ぶこととす
る。5 回の測定それぞれの結果とその平均値及び
標準偏差を表 2-2に示す。計算の結果、条件 4に




 本章では表 2-1に示した 4条件のそれぞれに従ってヒト正常骨髄細胞を培養し、その細胞増殖率から最適培
養条件を決定した。また、培養後の細胞の分化解析及びMPO含有量の測定を行い、造血機能及び代謝機能の
それぞれの観点から培養状態を確認した。 




培養 3日目から増殖傾向が見られ、培養 6日目で約 15.9倍と充分な増殖が観察され、対数増殖期を有する理
想的な増殖傾向であると言える。そこで条件 4をヒト正常骨髄細胞に対する最適培養条件とし、細胞分化解析
及びMPO活性の測定による培養状態の確認を行った。 






 また、MPO含有量測定試験の結果、条件 4に従って 6日間培養した後の細胞中のMPO含有量は 872±406 
pmol/106cells（n=5）となった。この結果は、本研究と同一の測定法を用いて測定した、ヒト骨髄性白血病株化
(2-2) 


















細胞 HL-60中のMPO含有量の報告値 310.3pmol/106cells[2-19]よりも大きな値であった。なお、表 2-2に示し
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ため、急性骨髄性白血病（acute myeloid leukemia, AML）では骨髄芽球の異常増殖が見られ、また急性リンパ
球性白血病（acute lymphoblastic leukemia, ALL）では未熟なリンパ球の異常増殖が顕著である[3-3]。一方、慢
性白血病では分化能を保ちつつ比較的ゆるやかな増殖を示すため、成熟した細胞の異常増殖が見られる。従っ
て、慢性骨髄性白血病（clonic myeloid leukemia, CML）では顆粒球や血小板の著しい増加が見られ、慢性リン
パ性白血病（clonic lymphoblastic leukemia, CLL）では成熟したリンパ球の異常増殖が見られる[3-4]。 
 2009 年の統計によると、日本での白血病による死亡率は年間人口 10 万人あたり男性で 7.8 人、女性で 4.9
人、平均 6.3人で、年間死亡数は男性 4765人、女性 3131人の合計 7896人であり、白血病による生涯がん死
亡リスクは男性での0.6%に対して女性では0.4%とされている。一方白血病罹患率で見ると、2005年の統計で、
年間人口 10万人あたり男性で 8.3人、女性で 5.9人、平均 7.1人で、年間罹患数は男性 5200人、女性 3832人
の合計 9032人である。[3-5]。また、急性白血病と慢性白血病の発症率の比は約 1:4であり、急性白血病の内、


























示す[3-10]。また、ACGIH（American Conference of Governmental Industrial Hygienists）は、作業環境における許




























表 3-1 各機関によるベンゼンの発がん性分類[3-9] 
機関 分類区分 分類基準
IARC1 1 Carcinogenic to humans
U.S.EPA2 A Carcinogenic to humans
ACGIH3 A1 Confirmed human carcinogen
NTP4 a Known to be a human carcinogen
EU5 1 Known to be carcinogenic to humans
日本産業衛生学会 1 人間に対して発がん性のある物質
1IARC: International Agency for Research on Cancer
2U.S.EPA: United States Environmental Protection Agency
3ACGIH: American Conference of Governmental Industrial Hygienists
































 カテコール（catechol, CAT）はベンゼン環上の ortho位に 2個の水酸基を有する分子式C6H6O2の芳香族化合
物で、ピロカテコールとも呼ばれる。常温下で特徴的な臭気のある無色の固体であり、空気や光への曝露で褐
色に変色する。香料や医薬品、重合防止剤の原料や、酸化抑制剤、ゴム加硫剤、染毛量など用途は多岐に渡り、













でヒトに対する発がん性を示す疫学データは報告されておらず、IARC では CAT を’possibly carcinogenic to 
humans’としてグループ 2Bに分類している他、ACGIHでは’confirmed animal carcinogen with unknown relevance 
to humans’としてA3に分類しており、許容濃度 TLVを 5ppm-TWAとしている[3-21]。 
 
3-2-2-3 ヒドロキノン 
















胞を用いた in vitro試験では、FISH法によるヒトリンパ球の染色体異常試験で、5番染色体と 7番染色体の数
的異常及び欠失[3-28,29]、5,7,8,21 番染色体の欠失[3-30]、そして 1 番染色体の数的異常及び切断[3-31]の誘発
が報告されている他、造血細胞CD34+に対しては 5番染色体と 7番染色体の数的異常[3-32]を誘発することが
報告されている。 
 IARC では HQ を’not classifiable as to its carcinogenic’としてグループ 3 に分類している他、ACGIH で






















3-2-3-1 電離放射線と X線 
 電離放射線とは、直接あるいは間接的に原子または分子を電離する能力、すなわち電離作用を有する放射線
を指し、個々の電離放射線のエネルギーに依存して電離が発生する。一般には電離放射線を単に放射線と称す

























増加であり、Bertell は 1Gy の放射線照射が発がん率を 0.05-0.16%増加させると報告している[3-39]他、BEIR
（Committee on the biological effects of ionizing radiation）では 0.1Gyの低 LET（linear energy transfer, 線エネルギ








































 使用した細胞はLonza（Switzerland）より購入したBone Marrow CD34+ cellsであり、そのドナーは18歳African 
American男性である。解凍した細胞をChapter 2で決定した最適培養条件に従って 5% CO2, 37℃, 湿度 100%の
条件下で 6日間培養し、細胞が対数増殖期にあることを確認した。 



















露に用いた最終濃度を表 3-2 に示す。なお、CATと HQの複合曝露（CAT+HQ）では、ベンゼンの職業曝露
（1-25ppm, n=20）によるCATとHQの尿中濃度の測定値が、75パーセンタイル値でそれぞれ 14.6ng/g creatinine
と 31.9ng/g creatinine, 中央値で 7.2ng/g creatinineと 16.4 ng/g creatinine, 25パーセンタイル値で 5.2ng/g creatinine
と 9.8ng/g creatinineであったという報告[3-46]に基づき、CATとHQの濃度比を 1：2とした。例えばCAT+HQ 
1µMは、CAT 0.33µMとHQ 0.67µMの複合曝露を意味する。 
 また、放射線照射処理としては、前培養後の培養液に、X線照射装置Radioflex 350（Rigaku, 東京）（5Gy/min, 
250kV, 15mA, Al 2mm filter）を用いて 0Gy, 0.5Gy, 1.0Gy, 1.5Gyの 4条件の線量にて照射を行った。照射後の細
胞は同じ培養液中で 32時間の回復培養を行い、ベンゼン及び代謝物と同様 32時間の処理時間とした。 
 
3-4-3 染色体標本の作製 
 それぞれの処理終了の 2時間前に、滅菌水で 1%（v/v）に希釈したMetaphase Arresting Solution（MAS; Genial 
Genetic Solutions, UK）を培養液の 2%量（v/v）添加した。処理終了後ただちに血球計数板を用いて細胞数を測
定した後、0.075M塩化カリウム溶液中で 37℃にて 20分間の低張処理を行った。続いて固定液（メタノール：
酢酸 = 3：1, v/v）を塩化カリウム溶液と同量加えて穏やかに混合し、細胞を半固定した。この細胞半固定液を
遠心沈降し、上清を新しい固定液と交換して穏やかに混合する操作を 3度繰り返し、再び遠心沈降して上清を
除去、最終的に 1mL程度の固定液中に懸濁することで細胞を完全に固定した。この細胞固定液を 50%（v/v）
エタノールで洗浄したスライドグラス上に滴下し、パラフィン伸展器 PSP-400（井内盛栄堂、大阪）上で 40℃, 
湿潤条件にて乾燥させた。作成したスライドグラスは 1M PBS（pH6.8）で 4%（v/v）に希釈したギムザ染色液
（Merck, Germany）中に 30分間浸すことで染色し、染色体標本とした。 
 
3-4-4 染色体標本の観察 










表 3-2 ベンゼン及び代謝物の曝露濃度 
曝露物質 最終濃度[µM]
CAT 0, 1, 3, 6
HQ 0, 1, 3, 6
CAT+HQ 0, 1, 3, 6




















 各処理群の細胞数は、CAT 6µMで 82.2%、
HQ 6µMで 75.2%、CAT+HQ 6µMで 56.6%、







図 3-4 細胞毒性試験結果-ベンゼン代謝物- 
ベンゼン処理濃度[µM] 
図 3-5 細胞毒性試験結果-ベンゼン- 
X線処理線量[Gy] 











 染色体異常試験の結果、CATの 6µM曝露で 3µM曝露と比べて Breakの発生数が減少したものの、ベンゼ
ン及び代謝物、X線全ての処理において、処理濃度あるいは線量の増加に伴った染色体異常発生頻度の増加が
観察された。染色体異常発生頻度は、非曝露サンプルと比べて、CAT 6µMの処理で 5.5倍に、HQ 6µMの処





























Clastogen 生存率 MI Gap Break Exchange
X線 0 1.00 2.28 1 3 0 3 0.06
0.5 0.78 2.76 2 4 2 6 0.12
1 0.74 2.19 5 12 1 13 0.26
1.5 0.52 3.19 7 20 2 22 0.44
CAT 0 1.00 1.93 1 1 1 2 0.04
1 0.99 1.15 2 2 1 3 0.06
3 1.01 2.46 0 10 1 11 0.22
6 0.82 2.28 1 4 7 11 0.22
HQ 0 1.00 2.28 1 1 0 1 0.02
1 0.87 2.62 2 5 0 5 0.1
3 1.00 3.14 7 9 0 9 0.18
6 0.75 3.45 3 18 1 19 0.38
CAT+HQa 0 1.00 2.47 0 1 1 2 0.04
1 0.76 2.18 0 7 0 7 0.14
3 0.68 1.57 5 5 2 7 0.14
6 0.57 2.08 2 20 1 21 0.42
ベンゼン 0 1.00 3.91 1 2 1 3 0.06
5 1.17 4.84 3 6 2 8 0.16
20 0.96 4.14 2 9 2 11 0.22

























































図 3-9 用量反応関係-X線- 
X線処理線量[Gy] 
図 3-7 用量反応関係-ベンゼン代謝物- 
ベンゼン代謝物処理濃度[µM] 











P = 1! exp !("D + #D2 ){ }  
 また、Weibullモデルはワンヒットモデルの一般形であり、同じく係数 !, "を用いて式(3-2)で表される。こ
のモデルは " = 1のとき直線、" > 1の時下に凸、" < 1の時上に凸の用量反応曲線を与える。そのため広範な
データに適合可能であるが、病理学的解釈が明確ではないという短所がある。 
 
 P = 1! exp("D
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y = 1! exp !(1.07 "10!1CCAT !1.07 "10
!2 CCAT
2 ){ }  (R2 = 0.90)  
HQ：
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CAT+HQ：
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2 ){ }  (R2 = 0.88)  
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2 ){ }  (R2 = 0.97)  
Weibullモデル 
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0.590 )  (R
2 = 0.81)  
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1.00 )  (R
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HQで 0.358[Gy/µM], CAT+HQで 0.301[Gy/µM]となり、Weibullモデルに基づいた場合、CATで 0.462[Gy/µM], 
HQで 0.429[Gy/µM], CAT+HQで 0.379[Gy/µM]となった。 
 
LQモデル 
CAT： DX = !0.075CCAT
2 + 0.486CCAT  (R




2 + 0.358CHQ  (R




2 + 0.301CCAT+HQ  (R
2 = 1.0)  
Weibullモデル 
CAT： DX = !0.0679CCAT
2 + 0.462CCAT  (R




2 + 0.429CHQ  (R




2 + 0.379CCAT+HQ  (R






































































 本章における細胞毒性試験では、各処理群の細胞数は、CAT 6µMで 82.2%、HQ 6µMで 75.2%、CAT+HQ 6µM


































































出できない。従って、FISH（Fluorescent in situ Hybridization）法等により Translocationを検出する追加実験を行
うことで、発症とより密接に関連する指標による評価が実現できる。 
 算出した放射線等価係数は、CAT単独曝露で 0.462[Gy/µM]あるいは 0.486[Gy/µM]と最も大きく、CAT+HQ
複合曝露では 0.301[Gy/µM]あるいは 0.379[Gy/µM]と、CAT, HQそれぞれの単独曝露試験に基づく放射線等価
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Chapter 4 放射線等価係数を用いたベンゼン誘発白血病リスクの評価 
4-1 本章の目的 








4-2-1 本章で用いた PBPKモデルの概要 





 本章では、ベンゼン代謝物の骨髄中濃度の推定に、Medinskyが構築した PBPKモデル[4-1]を改良した Igarashi
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!VL (RBZPH ! RPHPS ! RPHCAT ! RPHHQ )  
Arteria：
 

































































!VL (RPHCAT ! RCATCATG )  
Arteria：
 


















































' !VL (RPHHQ ! RHQHQG )  
Arteria：
 





















= KHQG !CLHQG  
代謝速度計算項 
BZ to BZ oxide（BZO）：
 
RBZBZO =




















































































































表 4-1 各パラメータに割り当てた文字の定義 
Symbol Parameters unit
Vi Volume of compartment i L
Q Cardiac output L/min
QA Alveolar ventilation rate L/min
Qi Blood flow into compartment i L/min
N Partition coefficient of benzene in blood to air -
Pix Partition coefficient of x in blood to compartment i -
Cinh Benzene concentration in inhalation mg/L or µM
Cexh Benzene concentration in exhalation mg/L or µM
Calv Benzene concentration in alveoli mg/L or µM
Cix Concentration of x  in compartment i mg/L or µM
Cart,x Concentration of x  in arterial blood mg/L or µM
Cven,x Concentration of x  in venous blood mg/L or µM
Fxy Metabolic proportionality constant of x  to y mL/nmol
VE Microsomal CYP2E1 activity as determined by the method of Koop nmol/mg-protein/mL
PX Microsomal Protein concentration used mg-protein/mL
Ax Affinity of x  for CYP2E1 /µM
Vxy Reaction rate constants of x to y nmol/mg-protein/mL
PCYT Amount of cytosol protein mg-protein/mL
PMIC Amount of microsomal protein mg-protein/mL
Kxy Dissociation constants of x to y µM
Ka Gastrointestinal absorption coefficient of benzene -






















ため、ベンゼン 1ppmまたは 1µg/m3の 70年間長期曝露を想定する本モデルの実用上は大きな問題とならない
と判断した。 





























































表 4-2 本モデルで設定したパラメータ値の一覧 
Parameter Symbol Mean SD Reference
Body Weight[kg] BW 70 - -
Percent of body weight Bone marrow VBM 4 1.33 4-5
Fat VF 25 3.17 4-6
Kidney VK 0.4 - 4-2
Liver VL 2.45 0.4 4-6
Others VO - - -
Flows[L/hr] Alveolar ventilation QA 1.01 0.139 4-2
Cardiac output Q 340 0.0214 4-2
Percent of cardiac output Bone marrow QBM 3.76 0.0187 4-5
Fat QF 8 0.0714 4-6
Kidney QK 15 - 4-2
Liver QL 25 0.04 4-6
Others QO - - -
Partition coefficients of BZ Blood/air N 8 2.08 4-6
Bone marrow/blood PBMBZ 18.32 5.34 4-5
Fat/blood PFBZ 53.15 10.36 4-6
Kidney/blood PKBZ 2 - 4-2
Liver/blood PLBZ 2.875 0.2 4-6
Others/blood POBZ 2 0.5 4-6
Partition coefficients of PH Bone marrow/blood PBMPH 2 - 4-2
Liver/blood PLPH 2 - 4-2
Partition coefficients of CAT Bone marrow/blood PBMCAT 18 - 4-2
Liver/blood PLCAT 18 - 4-2
Partition coefficients of HQ Bone marrow/blood PBMHQ 3 - 4-2
Liver/blood PLHQ 3 - 4-2
FBZPH 31.2 - 4-3
Metabolic constants FBZBZO 0.558 - 4-3
FPHCAT 3.6 - 4-3
FPHHQ 21.6 - 4-3
Microsomal CYP2E1 activity[nmol/mg/min] VE 13.038 - 4-3
Protein concentration[mg-protein/mL] PX 0.2 - 4-3
ABZ 1 - 4-3
APH 10 - 4-3
ACAT 4 - 4-3
AHQ 10 - 4-3
VPHPSA 0.225 - 4-4
VPHPSB 3 - 4-4
VCATCATG 60 - fitting
VHQHQG 11.433 - 4-4
Amount of cytosol protein[mg-protein/mL] PCYT 44.25 - 4-2
Amount of microsomal protein[mg-protein/mL] PMIC 14.5 - 4-4
KPHPSA 1.4 - 4-4
KPHPSB 220 - 4-4
KCATCATG 746 - 4-2
KHQHQG 746 - 4-4
Absorption Oral absorption[/hr] Ka 0.032 0.001 4-2
Excretion KBZ 0.001 - 4-7
KPS 0.175 - 4-2
KCATG 0.175 - 4-2
KHQG 0.01 - fitting
Dissociation constants[µM]
































































































































吸入 25 120 420 4-8 図4-2
吸入 25 120 420 4-8 図4-3
吸入 6.4 480 3600 4-9 図4-4
吸入 57 240 1200 4-10 図4-5
文献 図曝露経路











 本章で構築した PBPKモデルを用いて、骨髄中のベンゼン、CAT及び HQ濃度を計算した。想定した曝露
シナリオは、大気中濃度 1ppmあるいは 1µg/m3のベンゼンによる 70年間曝露である。各パラメータを平均値
に設定した場合の、それぞれの曝露シナリオでの定常状態における骨髄中のベンゼン、CAT及び HQ 濃度の
計算値を表 4-5に示す。数値計算の結果、骨髄中濃度の計算値は、大気中濃度 1ppmのベンゼン曝露に対して
は、ベンゼンで 1.3!10-1µM, CATで 4.2!10-2µM, HQで 2.3!10-1µMとなり、大気中濃度 1µg/m3のベンゼン曝露

































表 4-4 CAT及びHQの尿中排泄量の計算値と実測値[4-13]の比較 
ベンゼン代謝物 実測値 計算値
CAT 7.2-18 [µg] 3.8-8.3 [µg]
HQ 9.6-20 [µg] 12-27 [µg]
(4-35) 
表 4-5 定常状態における骨髄中ベンゼン及び代謝物濃度 
ベンゼン曝露濃度 骨髄中ベンゼン[µM] 骨髄中CAT[µM] 骨髄中HQ[µM]
1ppm 1.3×10-1 4.2×10-2 2.3×10-1




 CX：物質 xの骨髄中濃度[µM] 








正のために、線量・線量率効果係数DDREF（dose and dose rate effectiveness factor）として ICRP（International 









 本章では、PBPKモデルを用いて、大気中ベンゼン 1ppmあるいは 1µg/m3に対応する骨髄中ベンゼン及び代
謝物濃度を計算した。その結果、骨髄中濃度の計算値は、大気中濃度 1ppmのベンゼン曝露に対しては、ベン
ゼンで 1.3!10-1µM, CATで 4.2!10-2µM, HQで 2.3!10-1µMとなり、大気中濃度 1µg/m3のベンゼン曝露に対して

















表 4-6 ベンゼン及び代謝物の骨髄中等価放射線量 
大気中ベンゼン濃度
物質
回帰モデル LQ Weibull LQ Weibull LQ Weibull LQ Weibull
骨髄中濃度[µM]
放射線等価係数[Gy/µM] 4.9×10-1 4.6×10-1 3.6×10-1 4.3×10-1 4.9×10-1 4.6×10-1 2.3×10-1 4.3×10-1
骨髄中等価放射線量[Gy] 4.1×10-2 3.9×10-2 1.6×10-1 2.0×10-1 1.3×10-5 1.3×10-5 5.6×10-5 6.7×10-5
1ppm 1µg/m3
CAT HQ CAT HQ
4.2×10-2 2.3×10-1 1.4×10-5 7.8×10-5
表 4-7 放射線等価係数を用いたベンゼン誘発白血病リスク評価 
大気中ベンゼン濃度
回帰モデル LQ Weibull LQ Weibull
骨髄中総等価放射線量[Gy] 2.1×10-1 2.4×10-1 7.0×10-5 8.0×10-5
全身等価放射線量[Gy] 1.5×10-1-3.4×10-1 1.7×10-1-3.9×10-1 5.0×10-5-1.2×10-4 5.7×10-5-1.3×10-4
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AML1/MTG8、t (12;21)における TEL/AML1、t (15;17)における PML/RAR"などが挙げられる[5-1,2]。 
























































イは、CAT 曝露及び非曝露細胞については Whole Human Genome オリゴ DNA マイクロアレイ（Agilent 
Technologies, CA）を、!線照射及び非照射細胞についてはOligo microarray Kit（Human 1A V2（22k）, Agilent 
Technologies）を用いた。 










 培養後の細胞を細胞密度 6.5×104cells/mLにて播種し直し、CATの曝露あるいは !線の照射を行った。 
 CAT 曝露サンプルでは、最終濃度が所定の濃度となるように調製した被検物質の水溶液を培養液の 1%量
（v/v）加え、37時間 42分の曝露処理を行った。曝露処理条件は各ドナーにつき、非曝露及び CAT（東京化
成、東京）6µMの 2条件とした。 
 ! 線照射サンプルでは、照射装置として京都大学放射線生物研究センターの Gammacell® 40 Exactor（Best 
Theratronics, Canada）を用いて照射処理を行った。線源である放射性核種には 137Csを用い、線量率 1.11Gy/min
にて 81秒間、計 1.50Gyの !線照射を行った後、同じ培養液中で 37時間 42分の回復培養を行い、CAT曝露




 37時間 42分の処理の後、回収した細胞から RNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN, CA）を用いてRNAの抽出を
行った。なお、抽出操作はキットに付属のプロトコールに従った[5-6]。以下に手順の概要を示す。 
 回収した細胞塊に、Buffer RLT（キットに付属）を 350µL 加え、細胞を溶解させた。これを QIA shredder
スピンカラムに添加し、20,000gにて 2分間遠心沈降することで細胞膜等の不純物を除去した。カラムを通過
した細胞溶解液に 70%エタノールを 350µL 加えて充分に混和し、RNeasy スピンカラムに添加した。その後
8,000g にて 15 秒間遠心沈降することでスピンカラム内に RNA を吸着させた。その後、不純物を洗浄除去す
るためにBuffer RW1（キットに付属）を 700µL加えて 8,000gにて 15秒間の遠心沈降を行った。続けて 500µL
のBuffer RPE（キットに付属）を添加して 8,000gにて 15秒間の遠心沈降を行った後、再度 500µLのBuffer RPE
を加えて 8,000gにて 2分間遠心沈降し、充分に洗浄を行った。洗浄操作の後、Buffer RPEの残留を防ぐため
に RNeasy スピンカラムを新しいコレクションチューブに移し、20,000g にて 1 分間の遠心沈降を行った。最
後にRNeasyスピンカラムを新しいエッペンチューブに移し、RNase-free water（Life Technologies, CA）を 40µL
添加して 8,000gにて 1分間の遠心沈降を行い、RNAを溶出させた。 
 抽出したRNAを pH7.5の 10mMトリス塩酸バッファーで 5倍希釈した後、ND-1000 NanoDrop分光光度計
（NanoDrop products, DE）を用いて吸光波長230nm, 260nm, 280nmにおける吸光度A230, A260, A280を測定し、RNA
濃度を算出すると共に抽出したRNAの純度を確認した。 
 また、泳動バッファーとして TBEを用い、10%TBEアガロースゲルにてゲル 10cmあたり 100V の電圧で
50 分間の電気泳動を行った後、泳動バッファー100mLあたり 1µLの 10mg/mLエチジウムブロマイド溶液を




 抽出したRNAのラベル化、すなわち蛍光標識には T7 RNAポリメラーゼを用いた増幅法を採用し、Agilent 
QuickAmp Labeling Kit（Agilent Technologies）を用いてCyanine3-CTP（Cy3-CTP）の取り込みを行った。また、






 まず、Spike-Mix（Spike-In Kitに付属）をDilution Buffer（Spike-In Kitに付属）で 20倍に希釈し、更にそれ
を 25倍、5倍と 3段階で 2500倍に希釈してポジティブコントロール溶液を作製した。1000ngのサンプルRNA
にポジティブコントロール溶液を 5µL、T7 Promoter primer（Labeling Kitに付属）を 1.2µL添加し、RNase-free 
water を加えて全量を 11.5µL とした。この混合液を 65℃に設定したヒーティングブロック Dry Thermo Unit 
DTU-1B（TAITEC, 埼玉）上で 10分間熱変性した後、氷上で 5分間急冷した。次に、表 5-1に示す組成で試
薬を混合して cDNA Master Mix 8.5µLを作製した。なお、表 5-1に記載した試薬は全て Labeling Kitに付属のも
のを用いた。ただし、5x First Strand Bufferは 80℃に設定したウォーターバス中で 4分間温浴させた後に、ボ
ルテックスミキサーでよく混合してから調製に用いた。また、MMLV-RTとRNase Inhibitorは反応させる直前
に混合した。 
 cDNAの合成は、変性後のサンプル混合液 11.5µLに cDNA Master Mix 8.5µLを加えて充分に混和し、40℃に
設定したウォーターバス上で 2時間インキュベーションすることで行った。その後、65℃に設定したヒーティ
ングブロック上で 15分間インキュベーションして反応を停止させ、速やかに氷上で 5分間冷却した。次に、
表 5-2に示す組成で試薬を混合してCy3 Transcription Master Mix 60µLを作製した。なお、表 5-2に記載した試
薬はRNase-free waterを除いて全て Labeling Kitに付属のものを用いた。ただし、4x Transcription Bufferは 40℃
に設定したウォーターバス上で 1分間温浴させた後に、ボルテックスミキサーでよく混合してから調製に用い
た。また、RNase Inhibitor, Inorganic Pyrophosphatase, T7 RNA Polymerase, Cy3-CTPは反応の直前に混合した。 
 Cy3の取り込みは、cDNA合成後のサンプル混合液 20µLにCy3 Transcription Master Mix 60µLを加えて充分
に混和し、40℃に設定したウォーターバス上で 2時間インキュベーションすることで行った。 
 反応後、サンプル中に含まれる余分なCy3を除くため、サンプルをRNeasy Mini Kit（QIAGEN）によって
精製した。以下に手順の概要を示す。ただし遠心沈降操作は装置内の温度を 4℃とした。 
 Cy3取り込み後のサンプル混合液 80µLに 20µLのRNase-free waterを加えて 100µLとし、そこへ 350µLの
Buffer RLT（キットに付属）及び 250µLの 99.5%エタノールを添加して充分に混和した。この混合液をRNeasy 
Miniスピンカラムに添加し、10,000gで 30秒間の遠心沈降を行った。得られた溶液を洗浄するためにRNeasy 






















T7 RNA Polymerase 0.8
Cy3-CTP 2.4
計 60.0
表 5-2 Cy3 Transcription Master Mixの組成 
試薬名 試薬量[µL]
5x First Strand Buffer 4.0
0.1M DTT 2.0








Buffer RPEを添加して 10,000gにて 1分間の遠心沈降を行った。洗浄操作の後、Buffer RPEの残留を防ぐため
に RNeasy スピンカラムを新しいコレクションチューブに移し、20,000g にて 1 分間の遠心沈降を行った。最
後にRNeasyスピンカラムを新しいエッペンチューブに移してRNase-free waterを 30µL加え、抽出効率を向上
させるために 1分間静置した後 10,000gで 1分間の遠心沈降を行い、精製後のRNAを溶出させた。 
 
5-5-5 ハイブリダイゼーション 
 Cy3-CTP ラベル化 RNA とマイクロアレイ上の各 DNA プローブとのハイブリダイゼーションには Agilent 
Gene Expression Hybridization Kit（Agilent Technologies）を用い、Agilent Technologiesの提供するプロトコール
に従って操作を行った[5-8]。以下に手順の概要を示す。 
 ラベル化RNA1.65µgに 10x Blocking Agent（キットに付属）を 11µL及び 25x Fragmentation Buffer（キットに
付属）を 2.2µL加えた後、RNase-free waterを総液量が 55µLとなるように加え、ボルテックスミキサーを用い
て緩やかに撹拌した。これを60℃に設定したヒーティングブロック上に30分間置くことで cRNAを断片化し、
ハイブリダイゼーション効率の向上を図った。30分後速やかに 25µLの 2x GE Hybridization Buffer HI-RPM（キ
ットに付属）を加え、泡立てないよう注意して充分に混和することで断片化を停止させた。その後、10,000g, 室
温で 1分間の遠心分離を行った。 
 断片化した cRNA 混合液を、ハイブリダイゼーションチャンバー上に設置したガスケットスライドに均一
に滴下した後、マイクロアレイスライドを載せて固定した。組み立てたハイブリダイゼーションチャンバーを
HYBRIDIZATION INCUBATOR HB-100（TAITEC, 埼玉）にセットし、65℃, 10rpmにて 17時間のハイブリダ
イゼーションを行った。ハイブリダイゼーション終了後のチャンバーを解体してAgilent Gene Expression Wash 
Buffer 1（Agilent Technologies）中に浸し、液中でアレイスライドとガスケットスライドとを分離した。その後、
アレイスライドを新しいAgilent Gene Expression Wash Buffer 1に浸し、マグネットスターラーで 1分間穏やか





 スポットの検出にはAgilent DNAマイクロアレイスキャナ（Agilent Technologies）を用いた。スキャンモー
ドを eXtended Dynamic Range (XDR) Scan ModeとしてHi 100%, Low 10%の設定で検出を行った。取り込んだ各
スポットの発現量を数値化ソフトウェア Feature Extraction（Agilent Technologies）を用いて数値化した後、マ
イクロアレイ解析ソフトウェアGene SpringGX ver.11（Agilent Technologies）を用いて遺伝子発現変動解析を行
った。 
 なお、複数のマイクロアレイデータを比較する場合、データ中に混在する生物学的でないノイズや偏りを取













 5-5-3で測定した各サンプルの A260から、以下の式(5-1)に従ってサンプル中のRNA濃度を算出した。 
 
 RNAconc = A260 ! a ! D  
ただし、 
 RNAconc：サンプルRNA濃度[ng/µL] 
 a：A260 = 1の時のRNA濃度[ng/µL] 
 D：希釈率[-] 
であり、本実験においては a = 40, D = 5である。 
 
 また、5-5-3で測定した各サンプルの A230, A260, A280からA260/A230及び A260/A280を計算し、RNA溶液の純度検
定を行った。なお、マイクロアレイに用いるRNAとしては、A260/A230が 1.8-2.0程度、A260/A280が 2.0以上であ
る必要があるとされている。表 5-3に、各サンプルにおける A230, A260, A280の測定値及びRNA濃度、A260/A230, 
















 次に、5-5-3で行った TBEアガロースゲル電気泳動の結果得られた泳動像を用いてサンプル RNAの純度検
定を行った。ここでは、各泳動像において 18SrRNA と 28SrRNA のバンドを検出することができ、かつ、低
分子量領域に分解物が見られないことが必要である。また、高純度のRNAを電気泳動した場合、それぞれの
バンドの明度の比 28S rRNA/18S rRNAが約 1.5になる。マイクロアレイに用いるRNAとしては、この比の値
が 0.9以上あれば良いとされている。表 5-4に、各サンプルにおける 18S rRNA及び 28S rRNAそれぞれのバ
ンドの明度の測定結果を示す。各泳動画像中の 28S rRNA/18S rRNAは、Asian, Black, Hispanic由来細胞では概
ね良好な値を示した。その一方、Caucasian由来細胞では、CAT 0µM細胞、CAT 6µM曝露細胞いずれの泳動
像においても 18S rRNA及び 28S rRNAのバンドをほとんど確認できず、RNAの分解が予想された。従って以
(5-1) 
表 5-3 各サンプルのRNA濃度及び純度 
RNA濃度
ドナー 曝露条件 A230 A260 A280 [ng/µL] A260/A230 A260/A280
Asian CAT 0µM 1.36 2.32 1.12 464 1.71 2.07
Asian CAT 6µM 1.49 3.09 1.48 618 2.07 2.09
Black CAT 0µM 2.86 5.49 2.60 1098 1.92 2.11
Black CAT 6µM 1.74 3.42 1.64 684 1.97 2.09
Caucasian CAT 0µM 1.39 2.56 1.20 512 1.84 2.13
Caucasian CAT 6µM 0.55 1.18 0.57 236 2.15 2.07
Hispanic CAT 0µM 0.75 1.37 0.65 274 1.83 2.11
Hispanic CAT 6µM 1.16 2.30 1.11 460 1.98 2.07
Hispanic !線 0Gy 1.43 2.75 1.31 550 1.92 2.10




















5-6-1-2 ラベル化による Cy3-CTP取り込み効率計算結果 
 5-5-4で得られたラベル化 c-RNAは、ND-1000 NanoDrop分光光度計を用いて吸光波長 260nm, 550nmにおけ


















 cRNAconc：サンプル cRNA濃度[ng/µL] 
 b：A260 = 1の時の cRNA濃度[ng/µL] 
 l：吸光光度計の光路長[cm] 
 Cy3-CTPconc：サンプル中Cy3-CTP濃度[pmol/µL] 
 c：Cy3-CTP濃度 1mM, 光路長 1cmの時の吸光度 A550[-/mM/cm] 
 Cy3-CTPincorporation：Cy3-CTP取り込み効率[pmol/µg] 
であり、本実験においては b = 40, l = 0.1, c = 150である。 
 
 算出した各サンプルの cRNA濃度と Cy3-CTP取り込み効率を表 5-5に示す。マイクロアレイに用いるサン
プルとしては Cy3-CTP 取り込み効率が 9[pmol/µg]以上であることが必要とされる。ここで得られた取り込み




表 5-4 18S rRNA及び 28S rRNAのバンド明度 
ドナー 曝露条件 18S rRNA 28S rRNA 28S rRNA/18S rRNA
Asian CAT 0µM 6671 6842 1.026
Asian CAT 6µM 6335 5364 0.847
Black CAT 0µM 11870 12140 1.023
Black CAT 6µM 15020 16240 1.081
Caucasian CAT 0µM 305.2 240.1 0.787
Caucasian CAT 6µM 237.6 120.5 0.507
Hispanic CAT 0µM 14970 14300 0.955




表 5-5 に示したサンプル群は Cy3-CTP の充分な取り込みが確保できていると判断してマイクロアレイに用い

















非曝露細胞の計 5条件で各々3枚ずつ、Hispanicの !線照射及び非照射細胞ではそれぞれ 1枚ずつのアレイス
ライド解析結果を得た。以降では、Asian の CAT非曝露サンプルを Ac1-3 とし、以下同様に、Asian の CAT
曝露サンプルをAe1-2, BlackのCAT非曝露サンプルをBc1-3, BlackのCAT曝露サンプルをBe1-3, Hispanicの


















表 5-5 各サンプルにおける cRNA濃度及びCy3-CTP取り込み効率 
cRNA濃度 Cy3-CTP濃度 Cy3-CTP取り込み効率
ドナー 曝露条件 A260 A550 [ng/µL] [pmol/µL] [pmol/µg]
Asian CAT 0µM 0.64 0.062 256 4.13 16.15
Asian CAT 6µM 1.11 0.105 444 7.00 15.77
Black CAT 0µM 0.95 0.092 380 6.13 16.14
Black CAT 6µM 1.13 0.089 452 5.93 13.13
Hispanic CAT 0µM 1.43 0.103 572 6.87 12.00
Hispanic CAT 6µM 1.68 0.116 672 7.73 11.51
Hispanic !線 0Gy 0.50 0.026 200 1.73 8.67
Hispanic !線 1.50Gy 0.18 0.012 72 0.80 11.11
表 5-6 CAT曝露及び非曝露細胞における各サンプル間の相関係数 
Ac 1 Ac 2 Ac 3 Ae 1 Ae 2 Bc 1 Bc 2 Bc 3 Be 1 Be 2 Be 3 Hc 1 Hc 2 Hc 3 He 1 He 2 He 3
Ac 1 1.000 0.989 0.988 0.873 0.893 0.875 0.866 0.880 0.923 0.906 0.925 0.922 0.921 0.923 0.951 0.953 0.956
Ac 2 1.000 0.995 0.874 0.895 0.877 0.869 0.883 0.928 0.910 0.931 0.928 0.929 0.929 0.957 0.961 0.963
Ac 3 1.000 0.876 0.901 0.883 0.872 0.890 0.932 0.911 0.935 0.936 0.936 0.937 0.963 0.966 0.968
Ae 1 1.000 0.991 0.970 0.971 0.969 0.929 0.930 0.927 0.930 0.917 0.927 0.908 0.903 0.905
Ae 2 1.000 0.979 0.977 0.980 0.946 0.943 0.945 0.949 0.938 0.947 0.929 0.925 0.927
Bc 1 1.000 0.995 0.997 0.969 0.961 0.965 0.964 0.955 0.960 0.933 0.929 0.930
Bc 2 1.000 0.995 0.962 0.959 0.960 0.955 0.945 0.951 0.923 0.920 0.921
Bc 3 1.000 0.972 0.965 0.971 0.969 0.961 0.966 0.938 0.936 0.937
Be 1 1.000 0.983 0.998 0.981 0.979 0.979 0.963 0.964 0.965
Be 2 1.000 0.983 0.960 0.956 0.959 0.940 0.940 0.942
Be 3 1.000 0.979 0.978 0.978 0.963 0.964 0.965
Hc 1 1.000 0.997 0.998 0.979 0.981 0.981
Hc 2 1.000 0.996 0.978 0.982 0.980
Hc 3 1.000 0.978 0.980 0.981
He 1 1.000 0.996 0.996













5-6-2-1 カテコール曝露と ! 線照射に共通する発現変動遺伝子群の抽出 























くパスウェイ解析の結果を図 5-2に示す。また、図 5-1, 2中の各要素や各要素間の関係性を示す記号群の定義






Symbol Gene name fold by CAT fold by !-ray
SPP1 secreted phosphoprotein 1 2.4182 1.6219
ASB16 ankyrin repeat and SOCS box-containing 16 2.1368 2.8277
MT2A metallothionein 2A 2.1005 1.6179
LYPLA1 lysophospholipase I 2.0487 1.7293
GNAZ guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha z polypeptide 1.9819 3.0248
RPS19 ribosomal protein S19 1.9021 1.7792
AGRP agouti related protein homolog (mouse) 1.8979 5.5126
CDKAL1 CDK5 regulatory subunit associated protein 1-like 1 1.8587 1.5535
TMED2 transmembrane emp24 domain trafficking protein 2 1.8327 1.7409
GNG10 guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 10 1.8167 1.6105
TP53TG1 TP53 target 1 (non-protein coding) 1.7896 1.9384
FAM104B family with sequence similarity 104, member B 1.7754 1.8876
CIR1 corepressor interacting with RBPJ, 1 1.7662 1.6597
GCLC glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit 1.7644 1.6048
COX6C cytochrome c oxidase subunit VIc 1.7601 1.6671
ZEB2 zinc finger E-box binding homeobox 2 1.7303 1.6653
LGALS1 lectin, galactoside-binding, soluble, 1 1.7145 2.1041
ATP5L ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F0 complex, subunit G 1.7112 1.6997
S100A6 S100 calcium binding protein A6 1.6954 2.4080
RPS21 ribosomal protein S21 1.6765 1.9287
COX7C cytochrome c oxidase subunit VIIc 1.6624 1.5107
AHNAK AHNAK nucleoprotein 1.6542 2.5139
APOC1 apolipoprotein C-I 1.6413 3.2244
NDUFA8 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 8, 19kDa 1.6386 1.5802
ATP6V1F ATPase, H+ transporting, lysosomal 14kDa, V1 subunit F 1.6158 1.6856
MARCKS myristoylated alanine-rich protein kinase C substrate 1.6092 2.2652
C12orf62 chromosome 12 open reading frame 62 1.6027 1.7121
MDH1 malate dehydrogenase 1, NAD (soluble) 1.5923 1.5886
TIMP2 TIMP metallopeptidase inhibitor 2 1.5869 1.8540
C9orf89 chromosome 9 open reading frame 89 1.5858 1.5099
PAIP2 poly(A) binding protein interacting protein 2 1.5839 1.6770
RPP21 ribonuclease P/MRP 21kDa subunit 1.5814 1.7053
PPM1N protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1N (putative) 1.5778 1.5249
TYROBP TYRO protein tyrosine kinase binding protein 1.5771 1.6428
CD69 CD69 molecule 1.5770 1.7284
BRI3 brain protein I3 1.5738 1.5228
NAP1L1 nucleosome assembly protein 1-like 1 1.5715 2.1511
OSTM1 osteopetrosis associated transmembrane protein 1 1.5696 4.0523
NDUFA6 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 6, 14kDa 1.5587 2.0120
ANXA4 annexin A4 1.5491 1.9802
BRP44L brain protein 44-like 1.5445 2.0461
SLC38A6 solute carrier family 38, member 6 1.5409 2.2376
RGS2 regulator of G-protein signaling 2, 24kDa 1.5403 1.7429
B3GALT4 UDP-Gal:betaGlcNAc beta 1,3-galactosyltransferase, polypeptide 4 1.5336 2.3474
CCNG1 cyclin G1 1.5325 1.7954
ASAH1 N-acylsphingosine amidohydrolase (acid ceramidase) 1 1.5306 1.5104
CYP2B6 cytochrome P450, family 2, subfamily B, polypeptide 6 1.5255 2.3228
SFT2D1 SFT2 domain containing 1 1.5253 1.7284
MEA1 male-enhanced antigen 1 1.5227 1.8257
AIF1 allograft inflammatory factor 1 1.5207 1.5551
HIST1H3E histone cluster 1, H3e 1.5204 1.5577
CEBPB CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta 1.5203 1.5146
ELL2 elongation factor, RNA polymerase II, 2 1.5133 1.6055
BLVRA biliverdin reductase A 1.5124 1.5048
NFU1 NFU1 iron-sulfur cluster scaffold homolog (S. cerevisiae) 1.5094 2.2004
RPS14 ribosomal protein S14 1.5067 1.5752
NCF2 neutrophil cytosolic factor 2 1.5066 2.0788
TMEM191A transmembrane protein 191A 1.5055 13.1481
HSPC159 galectin-related protein 1.5053 1.7405
GDF15 growth differentiation factor 15 1.5013 5.0376




Symbol Gene name fold by CAT fold by !-ray
CACNA1E calcium channel, voltage-dependent, R type, alpha 1E subunit 0.2710 0.2079
SYN1 synapsin I 0.3308 0.3585
NDOR1 NADPH dependent diflavin oxidoreductase 1 0.3699 0.2956
KIFC3 kinesin family member C3 0.3956 0.5543
MGC45922 hypothetical LOC284365 0.4033 0.5216
DHX38 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 38 0.4065 0.6512
MYH14 myosin, heavy chain 14, non-muscle 0.4072 0.4487
CMIP c-Maf-inducing protein 0.4329 0.1651
NEUROG3 neurogenin 3 0.4350 0.3872
EN2 engrailed homeobox 2 0.4416 0.2391
SYNGR4 synaptogyrin 4 0.4500 0.5063
ZNF341 zinc finger protein 341 0.4532 0.5584
CDH24 cadherin 24, type 2 0.4552 0.3823
DLGAP3 discs, large (Drosophila) homolog-associated protein 3 0.5088 0.3550
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 0.5393 0.5078
KPNB1 karyopherin (importin) beta 1 0.5575 0.5141
PARP10 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 10 0.5592 0.2212
SLC34A3 solute carrier family 34 (sodium phosphate), member 3 0.5603 0.3804
SF3A2 splicing factor 3a, subunit 2, 66kDa 0.5645 0.2683
PRR24 proline rich 24 0.5721 0.4118
PRPF8 PRP8 pre-mRNA processing factor 8 homolog (S. cerevisiae) 0.5775 0.6577
GRIN1 glutamate receptor, ionotropic, N-methyl D-aspartate 1 0.5800 0.4354
BCAM basal cell adhesion molecule (Lutheran blood group) 0.5927 0.4703
NRN1 neuritin 1 0.5948 0.3617
HIRA HIR histone cell cycle regulation defective homolog A (S. cerevisiae) 0.5991 0.4142
CKAP5 cytoskeleton associated protein 5 0.6127 0.5845
ERCC3
excision repair cross-complementing rodent repair deficiency,
complementation group 3 (xeroderma pigmentosum group B complementing) 0.6238 0.5930
LCE1A late cornified envelope 1A 0.6245 0.4601
KISS1R KISS1 receptor 0.6283 0.5494
RHBDL1 rhomboid, veinlet-like 1 (Drosophila) 0.6287 0.2559
VPS11 vacuolar protein sorting 11 homolog (S. cerevisiae) 0.6310 0.6322
TACC3 transforming, acidic coiled-coil containing protein 3 0.6315 0.6352
DNM1P35 DNM1 pseudogene 35 0.6341 0.4586
ZSCAN10 zinc finger and SCAN domain containing 10 0.6355 0.5138
NUP98 nucleoporin 98kDa 0.6425 0.5893
BOD1L biorientation of chromosomes in cell division 1-like 0.6521 0.3780
ILF3 interleukin enhancer binding factor 3, 90kDa 0.6637 0.5883
NAT10 N-acetyltransferase 10 (GCN5-related) 0.6658 0.5874
CD79A CD79a molecule, immunoglobulin-associated alpha 0.6658 0.4083
表 5-8 CAT曝露及び !線照射に共通して 1.5倍以上発現量が減少した遺伝子群 




図 5-2 “Expand Interactions”アルゴリズムによるパスウェイ解析結果 

























ノン体が生成されると共に ADH4や COX, GSTM1等の発現増加を伴う酸化ストレスが発生し、DNA損傷を
誘発する。DNA 損傷に対する応答としてがん抑制遺伝子 TP53 が発現し、CCNG1, CDKN1A, DNAJC1, 
GADD45A, RB1等の細胞周期調節因子に作用することで細胞周期を停止させる。その一方で TP53はアポトー



















































































































 算出した 4種類の指数を用いて、細胞の由来によるカテコールの感受性指数（Sensitivity Index）を式(5-9)に
基づいて算出した。ここでもそれぞれの寄与の相互作用に応じた様々な従属関係が予測されるが、全ての指数











 表 5-9 に示した対象遺伝子群について、3 ドナーそれぞれの CAT非曝露群及び曝露群それぞれにおける発
現強度及び fold値を表 5-10に示す。これらの値を用い、式(5-5)~(5-9)に基づいて CAT毒性に対する感受性を
数値化した。その結果を表 5-11に示す。 
非曝露群 曝露群 fold 非曝露群 曝露群 fold 非曝露群 曝露群 fold
AHR 3.1877 2.1349 0.6697 2.0257 2.0269 1.0006 1.5911 1.7050 1.0716
CYP2E1 0.0093 0.0161 1.7331 0.0340 0.0364 1.0719 0.0115 0.0088 0.7640
MPO 230.9433 279.9407 1.2122 421.9500 321.3438 0.7616 233.1504 268.4264 1.1513
SULT1A1 1.3830 1.9378 1.4012 4.7666 3.9869 0.8364 0.7516 0.6720 0.8941
UGT1A8 0.0051 0.0056 1.0842 0.0036 0.0031 0.8557 0.0042 0.0055 1.3078
ADH4 0.0052 0.0037 0.7154 0.0035 0.0029 0.8400 0.0038 0.0047 1.2519
COX5B 66.2483 55.1620 0.8327 51.5102 40.1128 0.7787 62.9397 93.5177 1.4858
COX7A2 84.4583 66.4612 0.7869 55.0379 43.9591 0.7987 56.9262 79.8527 1.4027
GSTM1 0.2513 0.3386 1.3474 0.6389 0.5249 0.8216 0.3363 0.2957 0.8795
MT1A 39.2401 24.2210 0.6173 28.3468 14.6242 0.5159 19.7451 47.3145 2.3963
CCNG1 9.4562 4.3683 0.4620 3.9184 5.8035 1.4811 6.0120 9.2202 1.5336
CDKN1A 3.3985 4.7402 1.3948 1.7289 3.2544 1.8823 3.1708 2.0496 0.6464
DNAJC3 3.1118 2.8298 0.9094 2.3004 2.2618 0.9832 2.4656 1.9783 0.8024
GADD45A 8.8470 6.3594 0.7188 3.1642 7.9789 2.5216 5.3442 5.0489 0.9447
RB1 8.1766 5.4497 0.6665 4.7276 5.8922 1.2464 5.3699 6.4607 1.2031
TP53 0.0841 0.1729 2.0552 0.2887 0.3250 1.1256 0.2231 0.1393 0.6245
WEE1 0.3234 0.3018 0.9331 0.5165 0.5568 1.0781 0.3582 0.3605 1.0066
ARL1 4.0396 2.1788 0.5394 1.8799 2.1307 1.1334 2.2684 3.2680 1.4407
BAX 5.6231 8.6763 1.5430 8.5873 4.3789 0.5099 8.0564 7.0844 0.8794
CASP4 53.6915 40.4349 0.7531 31.0860 27.9034 0.8976 33.3383 47.9696 1.4389
ATRX 0.3736 0.3070 0.8216 0.2522 0.2799 1.1098 0.2162 0.2124 0.9825
RAD50 1.9048 1.7816 0.9353 1.7146 1.7598 1.0264 1.6552 1.2158 0.7345
RAD51 8.6616 6.9566 0.8032 8.1079 7.3574 0.9074 8.9840 11.9837 1.3339
BCL2 1.7288 2.0475 1.1843 1.9649 1.1062 0.5630 1.0396 0.7610 0.7320
FOS 16.2196 11.8073 0.7280 13.1159 27.9426 2.1304 16.5799 26.0103 1.5688
JUN 15.9106 14.7393 0.9264 3.3775 8.3697 2.4781 6.8414 11.3061 1.6526
RAB21 3.8595 2.5124 0.6509 2.4869 3.2210 1.2952 2.2367 2.7912 1.2479
Asian Black Hispanic
遺伝子

















と !線照射の両者に共通して発現量が増加し、表 5-8に示した 39個の遺伝子ではCAT曝露と !線照射の両者
に共通して発現量が減少した。これら 99の遺伝子の内、特に白血病発症と関連が深いと考えられる注目すべ
き遺伝子としては、BCL2, NUP98, CCNG1, CYP2B6が挙げられる。 
 がん原遺伝子として知られるBCL2はミトコンドリア外膜タンパク質をコードする遺伝子であり、リンパ球
などにおいてアポトーシスによる細胞死を阻害する[5-15]。BCL2 については様々な発がんとの関連が報告さ






その代表例としては、5番染色体上のNSD1との相互転座 t (5;11), 7番染色体上のHOXA9との相互転座 t (7;11), 
8番染色体上のWHSC1L1との相互転座 t (8;11), 17番染色体上の PHF23との相互転座 t (11;17), 20番染色体上















Toxic Activation Index 1.0093 0.7553 1.3107
Toxic Deactivation Index 1.4000 0.8364 0.8964
Resistibility Activation Index 0.7852 1.0236 1.2521
Resistibility Deactivation Index 0.8247 1.9403 1.5308
Sensitivity Index 0.7572 1.7118 1.7876














 5-6-3では、Asian, Black, Hispanicの 3種類のドナーに由来する細胞間での遺伝子発現パターンを比較するこ
とで、CAT曝露に対する生体応答の個人差を定量的に表現することを試みた。 
 まず、表5-9に示した27の対象遺伝子群の発現変動に関しては、CCNG1, GADD45A, ARL1, BAX, BCL2, FOS, 
JUNの 7遺伝子について、AsianとBlackとで fold値に 2倍以上の差が見られた。また同様に、AsianとHispanic
とで fold値に 2倍以上の差が見られたものとしてはCYP2E1, MT1A, CCNG1, CDKN1A, TP53, ARL1, FOSの 7




  ここで、現在のリスク評価における個人差としての不確実係数 10 は 3.16（代謝能力）×3.16（感受性の
差）であると説明されている。この 3.16 という値は、その集団の感受性分布が対数正規分布で表現される場
合、その幾何標準偏差が 1.5であれば母集団の 98%を、幾何標準偏差が 2.7であれば母集団の 88%をカバーす
る値である[5-28]。本研究で得られたSensitivity Indexの数値は、Asian由来CD34+細胞に比べてBlack由来CD34+












じ由来の細胞を用いて従来の毒性指標に基づく in vitro 試験を行い、その結果に見られる個体差と Sensitivity 
Indexとの間の相関関係について考察することが考えられる。例えば、CATを曝露した際の活性酸素種の発生













デルを用いる等して in vivo, すなわち生体レベルでの曝露を in vitro, すなわち細胞レベルでの曝露に変換する。
続いて in vitro毒性試験を行い in vitro用量反応関係を得て、評価した内部曝露量に対応する細胞レベルでの応
答の程度を把握する。更に、in vitroでの応答と in vivoでの応答とをつなぐ何らかのモデル（発がんモデル）
を参照し、最終的に in vivoでの応答を定量評価するわけである。このような評価体系において、in vitro毒性


















































 まず、CAT 曝露細胞と ! 線照射細胞とで遺伝子発現変動パターンを比較し、白血病リスク評価のバイオマ
ーカーとなり得る遺伝子群を探索した。その結果、表 5-7に示した 60個の遺伝子ではCAT曝露と !線照射の
両者に共通して発現量が増加し、表 5-8に示した 39個の遺伝子ではCAT曝露と !線照射の両者に共通して発
現量が減少した。これら 99の遺伝子の内、特に白血病発症と関連が深いと考えられる注目すべき遺伝子とし
ては、BCL2, NUP98, CCNG1, CYP2B6が挙げられる。中でもBCL2を中心とした細胞増殖制御機構は、続い
て行ったパスウェイ解析においても CAT曝露及び !線照射との関連が示唆されており、白血病マーカーとし
ての有効性が期待され、今後の追加検証が望まれる。 
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Chapter 6 二次元電気泳動を用いたタンパク発現変動解析 
6-1 本章の目的 




















































に優れる固定化 pH勾配（immobilized pH gradient, IPG）法が主に用いられている。IPG法は、様々な等電点の
側鎖を持つアクリルアミド誘導体を用いてゲル作製と同時に pH勾配を形成する手法である。 













 使用した細胞は Lonza（Switzerland）より購入したBone Marrow CD34+ cellsであり、そのドナー情報は 26






の水溶液を培養液の 1%量（v/v）加え、30時間の曝露処理を行った。曝露処理濃度は、非曝露、CAT6µM, HQ6µM, 





 放射線照射サンプルでは、6 日間の培養の後細胞を回収し、細胞密度 1.0×105cells/mL にて播種し直した。





 30時間の処理後、回収した細胞塊に 100µLの cellular lysis solution（8M 尿素、4% CHAPS（GE healthcare 
bioscience, UK）, 40mM Tris）を加え、超音波破砕装置 SONIFIER 150（BRANSON, CT）を用いて細胞膜を破
壊することで細胞からタンパク質を抽出した。なお、超音波破砕は 4 Wにて 20秒間行い、その後細胞懸濁液
を 30秒間氷上に静置するという操作を 5回繰り返した。 
 得られたタンパク質抽出液は、塩類や糖等の夾雑物の除去のため、2-D Clean Up Kit（GE healthcare bioscience）
を用いて精製を行った。精製後、2-D Quant Kit（GE healthcare bioscience）を用いてタンパク質を定量した。な
お、単位細胞数あたりの抽出タンパク質量の変動係数は 15%未満であった（1条件につき n = 5）。 
 
6-4-4 二次元電気泳動 
 一次元目の電気泳動（等電点電気泳動）に用いたゲルは、GE healthcare bioscience製の Immobiline DryStrip
（ph4-7, 24cm）である。まず、6-4-3で得た精製後のタンパク質抽出液からタンパク質 50µgに相当する液量を
取り、rehydration solutionを加えて全量を 450µLとした。この rehydration solutionは、8M 尿素、4% CHAPS、
40mM Tris, 0.28% DTT（GE healthcare bioscience）, 0.5% IPG buffer（GE healthcare bioscience）を混合して作製し
た。続いて、タンパク質溶液と共に Immobiline DryStrip Reswelling Tray（GE healthcare bioscience）上にて室温、
16時間のストリップの膨潤を行った。なお、乾燥を防ぐためにDryStrip cover fluid（GE healthcare bioscience）
を重層した。膨潤終了後、Ettan IPGphor 3（GE healthcare bioscience）を用いて室温にて等電点電気泳動を行っ
た。泳動条件は表 6-1に示す通りである。 
 泳動終了後のストリップは、二次元目の電気泳動の直前に 2段階の平衡化を行った。まず、1段階目の平衡
化には 50mM Tris-HCl, 6M 尿素、30% グリセロール、2% SDS, 0.002% Bromophenol blue（MP biomedicals, OH）
からなる equilibration solutionに 1% DTTを添加して用い、MULTI SHAKER MMS（EYELA, 東京）上で穏や













STEP 条件 電圧 時間 電圧×時間
1 Step and Hold 100V 1hr 100Vhrs
2 Step and Hold 500V 1hr 500Vhrs
3 Gradient 1000V 7hr 5200Vhrs
4 Gradient 8000V 3hr 13500Vhrs
5 Step and Hold 8000V 3.45hr 27600Vhrs




 二次元目の電気泳動である SDS-PAGEには泳動装置として Ettan Dalt six（GE healthcare bioscience）を用いた。
装置の上部buffer chamberには50mM Tris, 384mM グリシン（MP biomedicals）、0.2% SDSからなるrunning buffer 
Iを満たし、下部 buffer chamberには 25mM Tris, 192mMグリシン、0.1% SDSからなる running buffer IIを満た
した。泳動用のゲルには 255mm×205mm×1mmの 12.5%ゲルを作成して用いた。なお、12.5%ゲルは、25% 40%
アクリルアミド・ビス混合液（nacalai tesque, 京都）、375mM Tris-HCl, 0.1% SDS, 0.05% ammonium persulphate
（nacalai tesque）, 0.33µL/mL TEMED（nacalai tesque）を混合して作製した。このゲルの上に平衡化したストリ
ップを密着させ、封入用アガロース溶液で封入し、SDS-PAGE を行った。封入用アガロース溶液は、running 
buffer IIを溶媒とする 0.5% アガロース、0.002% bromophenol blue溶液である。泳動はゲル 1枚につき、まず
2.5Wで 30分間、次いで 25Wで bromophenol blueの層がゲルの下端近くに到達するまで行った。なお、温度
の維持には恒温循環装置NCB-2500（EYELA）を用い、泳動中のゲル及び泳動用溶液の温度を 10℃に保った。 
 泳動終了後のゲルは 2D-銀染色試薬 II（第一化学）を用いた銀染色により染色した。 
 
6-4-5 特異タンパク質の同定 
 染色されたゲルはGT-X 8000（SEIKO EPSON Corporation, 東京）を用いて TIFFファイルとして取り込み、
解析ソフト PDQuest（Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA）を用いて泳動パターンの解析を行った。なお、最終
的に解析対象とした画像は、ピクセルサイズ 160µmの 8bitモノクロ TIFFファイルである。ベンゼン代謝物曝
露サンプルで 12枚（非曝露、CAT曝露、HQ曝露、CAT+HQ複合曝露の 4条件それぞれにつき 3枚ずつ）、





サンプルで 1ゲルあたり 692スポット、放射線照射サンプルで 1ゲルあたり 412スポットであり、スポット濃







理を行った。ペプチド断片の質量分析はMALDI-TOF/MS（matrix-assisted laser desorption/ionization time-of flight 
mass spectrometry）法によって行い、質量分析装置として ultraflex TOF/TOF（Bruker Daltonics, MA）を用いた。












それぞれCAT1-3, HQ1-3, MIX1-3と表した。また、表 6-3中では、非照射サンプルの泳動ゲルを 0Gy1-3と表




































表 6-2 ベンゼン代謝物曝露サンプルの泳動ゲル間での相関係数 
gela CON1 CON2 CON3 CAT1 CAT2 CAT3 HQ1 HQ2 HQ3 MIX1 MIX2 MIX3
CON1 0.796 0.799 0.743 0.802 0.729 0.781 0.704 0.695 0.834 0.815 0.768
CON2 0.874 0.780 0.878 0.826 0.813 0.807 0.789 0.867 0.857 0.855
CON3 0.846 0.883 0.848 0.830 0.841 0.804 0.868 0.851 0.912
CAT1 0.802 0.784 0.747 0.783 0.754 0.775 0.749 0.829
CAT2 0.847 0.829 0.821 0.788 0.877 0.861 0.858
CAT3 0.792 0.855 0.770 0.831 0.798 0.829
HQ1 0.764 0.776 0.851 0.836 0.824
HQ2 0.808 0.779 0.758 0.825





表 6-3 X線照射サンプルの泳動ゲル間での相関係数 
gela 0Gy1 0Gy2 0Gy3 0.5Gy1 0.5Gy2 1.0Gy1 1.0Gy2 1.5Gy1 1.5Gy2 1.5Gy3
0Gy1 0.796 0.791 0.790 0.855 0.756 0.882 0.862 0.886 0.836
0Gy2 0.870 0.813 0.777 0.791 0.821 0.789 0.816 0.829
0Gy3 0.834 0.776 0.821 0.820 0.788 0.821 0.760
0.5Gy1 0.779 0.911 0.790 0.817 0.817 0.744
0.5Gy2 0.796 0.880 0.868 0.901 0.840
1.0Gy1 0.790 0.766 0.813 0.741














































 図 6-2 X線照射サンプルにおける代表的ゲル画像（1.5Gy2） 







































ンパク質を 8個、X線照射に特異的なタンパク質を 14個検出した。中でも、Protein SET及びCofilin-1の 2個
のタンパク質はベンゼン代謝物曝露とX線照射の両者に共通して発現量を変化させた。Protein SETの発現量
はHQ曝露及びX線照射で共通して減少し、Cofilin-1の発現量はCAT曝露及びX線照射で共通して減少した。 
Spot in Spot in MW
Fig 7-1 Fig 7-2 [kDa] pI Protein CON CAT HQ MIX 0Gy 0.5Gy 1.0Gy 1.5Gy
1 - 31.8 4.1 Clathrin, light polypeptide A 1 0.50 0.55 0.75 1
2 1 44.1 4.0 Protein SET 1 0.71 0.38c 0.80 1 0.47 0.46 0.44
3 - 61.7 5.0 Keratin-9 1 3.06 2.42 1.50 1
4 - 21.4 5.1 Chromobox homolog 3 1 0.79 0.23b 0.81 1
5 - 60.1 5.8 Serine/threonine-protein kinase PAK 2 1 1.84 4.47 1.43 1
6 11 18.5 6.4 Cofilin-1 1 0.51 0.85 1.62 1 1.21 0.93 0.32
7 - 27.2 6.5 Proteasome subunit alpha type-6 1 1.71 2.58c 1.38 1
8 - 61.5 6.5 T-complex protein 1 subunit zeta 1 1.81 2.58a 0.98 1
- 2 40.2 4.5 Isoform 1 of Protein SET 1 1 0.49 0.70 0.52
- 3 39.6 4.6 40s ribosomal protein SA 1 1 0.99 0.70 0.54
- 4 63.9 4.7 not identified 1 1 0.48 0.56 0.49
- 5 35.9 5.3 highly similar to Actin, cytoplasmic 1 1 1 0.60 0.55 0.55
- 6 33.7 5.4 not identified 1 1 0.36 0.30 0.43
- 7 62.9 5.1 not identified 1 1 0.73 0.34d 0.69
- 8 36.5 5.6 CAPZA2 20kDa protein 1 1 0.56 0.50 0.32c
- 9 61.5 5.4 not identified 1 1 1.08 0.89 0.38
- 10 53.6 5.4 not identified 1 1 1.37 2.04 4.08a
- 12 28.5 6.4 not identified 1 1 0.33 0.72 0.44
- 13 37.1 6.2 COP9 signalosome subunit 5 variant 1 1 0.43 0.36 0.65
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 Protein SET は様々な機能を有するタンパク質として知られ、アポトーシスや転写、ヌクレオソームアセン
ブリーやヒストン結合等、生体内の種々の現象に関わる。また SET は、ウイルスコアタンパク質と結合して
複合体を形成したアデノウイルスゲノムのDNA修復刺激因子としても作用する。SETは白血病関連タンパク
質としても知られており、急性未分化白血病において相互転座 t (9;9)に起因する融合タンパク質 SET-CANの
形成が報告されている[6-11~6-14]。更に、SETはタンパク質ホスファターゼ 2A（protein phosphatase 2A, PP2A）
の阻害剤としても作用し、その核局在性やタンパク質間相互作用、PP2A阻害活性等が白血病発症において中
心的な役割を担うと考えられている[6-15]。PP2Aはセリン/トレオニンホスファターゼの 1種であり、PP2Aが
活性化されることで JNK（c-Jun N-terminal kinase）活性を抑制し、アポトーシスによる細胞死の制御に重要な
役割を果たすとされる[6-16]。また、PP2Aは、p53が転写を調節する標的の 1つであり細胞周期の調節に関わ
る cyclin Gの機能に関与するともされている[6-17]。すなわち、本章で検出した SETの発現量低下は PP2Aの
過剰発現によりアポトーシス等の細胞周期調節機能に何らかの異常が生じている可能性を示唆していると言






 一方 Cofilin-1は、p18（18kD phosphoprotein）とも呼ばれ、アクチン重合及び脱重合を可逆的に制御する。





 その他に注目すべきタンパク質としてここでは、HQ 曝露により発現量が上昇した Serine/threonine-protein 
kinase PAK2と、X線照射により発現量が低下したCOP9 signalosome subunit 5（COPS5）とを取り上げる。PAK2
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に対して 7.3!10-4-2.0!10-3、大気中ベンゼン 1µg/m3に対して 2.5!10-7-6.7!10-7となった。この結果は、U.S.EPA







































































 IARC では ACN を’probably carcinogenic to humans’としてグループ 2A に分類している他、ACGIH で
は’suspected human carcinogen’としてA2に分類しており、許容濃度 TLVを 2ppm, すなわち 4.3mg/m3-TWAと
している。また、U.S.EPAは、ACNを’probable human carcinogen’としてグループB1に分類しており、Quast
のラットに対する経口曝露試験[7-5]等の結果から飲料水中の ACN によるユニットリスクを 1.5×10-4[/(µg/L)]






抱合は解毒ステップで、CEO への酸化は活性化ステップであると考えられており、ACN と GSH との抱合は
ミカエル反応による非酵素的な反応及びグルタチオン S-転移酵素（glutatihone S-transferase, GST）による酵素
的な反応の両者によって起こる。更に、生成した CEO は GSH による抱合体を形成して排出されると共にエ
ポキシド加水分解酵素により加水分解されて無毒化すると考えられる。すなわち、ACN の毒性に寄与する代
謝物はACN及びCEOであり、排泄経路としてはACNとGSHとの酵素的または非酵素的な抱合体形成、CEO


































































7-3-3-1 構築した PBPKモデルの概要 
 既存のアクリロニトリルの体内動態評価例としては、ラットを対象とした PBPKモデルを構築したKedderis
らの研究が挙げられる[7-14]。Kedderisらは Gargasらが構築した PBPKモデル[7-20]を元に改良を加え、ACN
及び CEO の体内動態計算結果を F-344 ラットを用いた投与試験結果における血中、脳中、肝臓中の ACN 及
びCEO濃度と比較することでその妥当性を確認している。更に、Sweeneyらは、Kedderisらの構築した PBPK
モデルに対してパラメータの外挿を行い、ヒトにおける ACN 及び CEO の体内動態として、脳、脂肪、胃、
肝臓、そして血中の各物質濃度を予測するモデルを構築している[7-13]。そこで本研究では、Sweeney らの方






酵素的な代謝反応である ACN及び CEOの GSH抱合反応は GSHを含有する全組織、すなわち血液と脂肪を
除くコンパートメントで起こると考えた。また、動脈血及び静脈血のコンパートメントでは ACN 及び CEO


























肺組織に対して Lu, 脳に対して Br, 脂肪に対して F, 胃に対して St, 肝臓に対して Li, 灌流の豊富な組織群に
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Arterial blood (before binding)：
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 Vi：コンパートメント i の容積[L] 
 Cai：コンパートメント i 中のACN濃度[mg/L] 
 Cbi：コンパートメント i 中のCEO濃度[mg/L] 
 Qi：コンパートメント i へと流入する血液流量[L/hr] 
 Q：心拍流量[L/hr] 
 QA：肺換気量[L/hr] 
 Pai：組織 i におけるACNの組織、血液分配係数[-] 
 Pbi：組織 i におけるCEOの組織、血液分配係数[-] 
 PaA：ACNの血液、空気分配係数[-] 
 PbA：CEOの血液、空気分配係数[-] 























 モデル中で用いたパラメータについては、肺組織に関するパラメータを除いては Sweeney らの用いたパラ
メータ設定値をそのまま適用した[7-13]。肺組織に関するパラメータとしては、組織重量、組織への血流量、





 構築した PBPKモデルを用いて、肺組織中の ACN及び CEO濃度を計算した。想定した曝露シナリオは、
大気中濃度 1µg/m3のACNによる 70年間曝露である。曝露開始から 72時間の肺組織中のACN濃度の計算結














































表 7-1 本モデルで設定したパラメータ値の一覧 
Parameter Symbol Value Reference
Body Weight[kg] BW 70 -
Percent of body weight Lung tissue VLu 0.76 7-21
Brain VBr 2.00 7-21
Fat VF 21.4 7-21
Stomach VSt 0.21 7-21
Liver VLi 2.57 7-21
Well perfused tissues VW 2.94 7-21
Poorly perfused tissues VP 63.1 7-21
Arterial blood VSt 4.35 7-23
Venous blood VSt 2.72 7-23
Flows[L/hr] Alveolar ventilation QA 311 7-21
Cardiac output Q 299 7-21
Percent of cardiac output[-] Lung tissue QLu 100 -
Brain QBr 11.4 7-21
Fat QF 5.2 7-21
Stomach QSt 1.3 7-24
Liver QLi 21.4 7-21
Well perfused tissues QW 32.5 7-21
Poorly perfused tissues QP 28.2 7-21
GSH concentrations[mM] Lung tissue GSHLu 1.04 7-22
Brain GSHBr 2.99 7-15
Stomach GSHSt 3.61 7-15
Liver GSHLi 5.63 7-15
Well perfused tissues GSHW 2.59 7-15
Poorly perfused tisuues GSHP 1.13 7-15
Partition coefficients of ACN[-] Blood:air PaA 154 7-25
Lung tissue:blood PaLu 1.34 7-26
Brain:blood PaBr 1.34 7-26
Fat:blood PaF 0.942 7-26
Stomach:blood PaSt 1.34 7-26
Liver:blood PaLi 1.51 7-26
Well perfused tissue:blood PaW 1.34 7-26
Poorly perfused tisuue:blood PaP 1.16 7-26
Partition coefficients of CEO[-] Blood:air PbA 1658 7-26
Lung tissue:blood PbLu 0.273 7-26
Brain:blood PbBr 1.40 7-26
Fat:blood PbF 0.78 7-26
Stomach:blood PbSt 0.273 7-26
Liver:blood PbLi 0.273 7-26
Well perfused tissue:blood PbW 0.273 7-26
Poorly perfused tisuue:blood PbP 1.84 7-26
Metabolic constants ACN to CEO Vmax[mg/hr] Vamax 305 7-15
ACN to CEO Km[mg/L] Kma 0.8 7-27
CEO hydrolysis Vmax[mg/hr] Vbmax 16458 7-15
CEO hydrolysis Km[mg/L] Kmb 113 7-28
ACN-GSH conjugation, enzymatic[/hr] Kfa 31.6 7-15
ACN-GSH conjugation, nonenzymatic[L/mmol/hr] Kso 0.258 7-14
CEO-GSH conjugation, enzymatic[/hr] Kfb 55.1 7-15
Binding constants in blood[/hr] ACN to hemoglobin Kha 1.25 7-20
CEO to hemoglobin Khb 1.13 7-20
ACN to blood RSH Kra 0.0008 7-15
CEO to blood RSH Krb 0.84 7-20










行われることも相まって CEO は速やかに無毒化されると考えられ、実際に 7-3-3 で行った体内動態評価にお
いても肺組織中の CEO濃度は ACN濃度の約 40分の 1程度である。また、CEOは ACNよりも容易に DNA
と反応するものの、その反応生成物は不安定で毒性への寄与は小さいとする報告[7-29]もあり、CEOの発がん
への寄与を疑問視する見方もある。以上の背景から、本研究では CEO の肺がん発症への寄与は ACN と比べ
充分小さいと考え、毒性に寄与する代謝物としてACNのみを採用して評価を行った。 
 図 7-7にBanerjeeらが行った、C3H/10T1/2細胞を用いたACNのトランスフォーメーションアッセイの結果



























図 7-7 ACNによるトランスフォーメーションアッセイ 



























図 7-8 X線によるトランスフォーメーションアッセイ 1 














図 7-9 X線によるトランスフォーメーションアッセイ 2 
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X-ray1（図 7-8）：
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X-ray2（図 7-9）：
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た、7-3-3 で計算した肺組織中 ACN 濃度 4.8×10-6µg/mL程度の濃度レベルでは線形性が仮定できると考えら
れるため、ここではそれぞれの回帰式における一次係数を ACN の放射線等価係数とした。すなわち、LQ モ





X-ray1（図 7-10）： DX = !0.0003CACN
2 + 0.0832CACN  (R
2 = 1.0)  
X-ray2（図 7-12）： DX = !0.0003CACN
2 + 0.0709CACN  (R
2 = 1.0)  
Weibullモデル 
X-ray1（図 7-11）： DX = !0.0027CACN
2 + 0.164CACN  (R
2 = 0.98)  
X-ray2（図 7-13）： DX = !0.0022CACN
2 + 0.139CACn  (R











































































































 なお、4-3と同様に、肺の臓器分配係数 OCLuは 0.1Mev~0.25Mevの放射線に対する文献値 0.6-1.3[7-30]を用
い、線量・線量率効果係数 DDREF は ICRP の推奨値 2[7-31]を採用した。また、放射線のリスク係数 Rradiation
としては ICRPによる肺に対するがん死亡生涯リスク 8.5!10-3[/Sv]を採用した[7-19]。なお、X線の線質係数は
1 であり、1Gy＝1Sv として計算を行った。計算結果を表 7-2 に示す。放射線等価係数を用いた評価の結果、
ACNにより誘発される肺がんの生涯死亡リスクは、大気中ACN 1µg/m3に対して 4.4!10-9-2.2!10-8となった。






























 図 7-14 DDT及びDDEの構造式とその代謝反応 
表 7-2 放射線等価係数を用いたACN誘発肺がんリスク評価 
X線比較データ
回帰モデル LQ Weibull LQ Weibull
放射線等価係数[Gy/(µg/mL)] 8.3×10-2 7.1×10-2 1.6×10-1 1.4×10-1
肺組織中等価放射線量[Gy] 7.9×10-7 6.8×10-7 2.6×10-6 2.2×10-6
全身等価放射線量[Gy] 6.1×10-7-1.3×10-6 5.2×10-7-1.1×10-6 1.2×10-6-2.6×10-6 1.0×10-6-2.2×10-6










が示唆されているものの未だその情報は限定的であり、IARCではDDTを’possibly carcinogenic to humans’とし
てグループ 2Bに分類している[7-38]。また、U.S.EPAでは’probable human carcinogen’としてグループB2に分
類しており、RfD（Reference Dose）として 5!10-4[mg/kg/day]を提唱し、マウス及びラットを用いた動物実験の
結果に基づき、発がん、主に肝臓がんに関する Slope Factorを 0.34[/mg/kg/day]としている[7-37]。 
 
7-4-2 本評価法の概要 


































7-4-3 PBPKモデルを用いた DDTの体内動態評価 
7-4-3-1 構築した PBPKモデルの概要 










してKi, 脂肪に対して F, 乳房組織に対してMt, 子宮に対してUt, 脳に対して Br, 灌流の豊富な組織群に対し










































































































= Qi (Ceart !
Cei
Pti
)   
代謝速度項等 
DDT to DDE： dmet = KFVLiCLi  
Excretion：
 
Dfeces = Doral (1! K AS )  
ただし、 
 Vi：コンパートメント i の容積[L] 
 Qi：コンパートメント i へと流入する血液流量[L/hr] 
 Cti：コンパートメント i 中のDDT濃度[mg/L] 
 Cei：コンパートメント i 中のDDE濃度[mg/L] 
 Pti：組織 i におけるDDTの組織、血液分配係数[-] 































































Parameter Symbol Value Reference
Body Weight[kg] BW 55 -
Percent of body weight Liver VLi 2.6 7-21
Kidney VKi 0.4 7-21
Fat VF 21.4 7-21
Mammary tissue VMt 4.4 7-21
Uterus VUt 0.9 7-21
Brain VBr 2.0 7-21
Well perfused tissues VW 12.2 7-21
Poorly perfused tissues VP 34.1 7-21
Flows[L/hr] Alveolar ventilation QA 15×BW0.74 7-21
Cardiac output Q 300 7-21
Percent of cardiac output[-] Liver QLi 27.0 7-21
Kidney QKi 17.0 7-21
Fat QF 8.5 7-21
Mammary tissue QMt 2.8 7-21
Uterus QUt 0.5 7-21
Brain QBr 12.0 7-21
Well perfused tissues QW 12.7 7-21
Poorly perfused tissues QP 17.0 7-21
Partition coefficients[-] Liver PLi 5.0 7-43
Kidney PKi 3.0 7-43
Fat (DDT) PtF 400 7-44
Fat (DDE) PeF 200 7-44
Mammary tissue PMt 6.0 7-43
Uterus PUt 3.0 7-43
Brain PBr 3.0 7-43
Well perfused tissues PW 3.0 7-43
Poorly perfused tissues PP 6.0 7-43
Oral absorption rate[-] KAS 1 fitting
Excretion rate[L/hr] KE 0.005 fitting
Metabolic constant[-] KF 0.15 fitting


































7-22,7-23に肝臓中DDT及びDDE濃度の計算結果を示す。図中の系列 avg, max, minはそれぞれ、DDT曝露量
が平均値、最大値、最小値を取る曝露シナリオに基づく結果を示す。 
 DDTはDDEへと代謝されるため、図 7-22,7-23に見られるように、DDTは減少傾向にあるのに対してDDE
は増加傾向にあり、最終的には DDTよりも DDEの方が 100倍程度高濃度で肝臓へ蓄積する結果となった。
また、肝臓中 DDE 濃度は 42 歳でピークに達し、その後平衡状態となった。そこで本研究では、平均的な日
本人女性の寿命を 80 年とし、生涯における肝臓中 DDE 濃度が最大値の時に細胞ががん化し、その後潜伏期




































図 7-18 PBPKモデル検証結果：脂肪中DDE濃度 






















































 放射線等価係数は、in vitro トランスフォーメーションアッセイの結果に基づいて決定した。篠本は、
BALB/3T3細胞にDDT及びDDEを曝露して 2段階トランスフォーメーションアッセイを行い、DDT, DDEの
発がんイニシエーター活性及びプロモーター活性の有無を確認すると共に用量反応関係を把握する研究を行
った[7-41]。その結果を DDTと DDEとで比較したところ、イニシエーター活性は DDEの方が強く、プロモ
ーター活性はDDTの方が強いことが示された。この結果と、DDEはDDTよりも 100倍程度高い濃度で肝臓
中に蓄積するという 7-4-3 における結果とから、本評価では発がんイニシエーションには DDEのみが作用す
るとしてDDEについて放射線等価係数を決定して評価を行った。 
 図 7-24に篠本の研究における、DDE曝露によってBALB/3T3細胞に誘発される形質転換頻度の用量反応関
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等価係数として各式の一次係数を採用した。すなわち、LQ モデルにより算出した DDE の放射線等価係数を
0.141[Gy/(mg/kg)], Weibullモデルによる放射線等価係数を 0.137[Gy/(mg/kg)]と決定した。 
 
 
図 7-24 DDEによるトランスフォーメーションアッセイ 
（篠本[7-41]） 










 DX = 0.141!CDDE  (R
2 = 1.0)  
Weibullモデル（図 7-27） 
 DX = 0.137 !CDDE  (R















































 なお、ここでも、肝臓の臓器分配係数OCLiとしては 0.1Mev~0.25Mevの放射線に対する文献値 0.2-1.4[7-30]




DDT及びDDE濃度は 7-4-3で述べた通り 42歳時点での計算値を採用した。評価結果を表 7-5に示す。 
 
 P = (1+ 0.199 !CDDT )  
 
 この評価値の妥当性を検証するために、U.S.EPAの示すDDTの Slope Factorとの比較を行う。表 7-5に示し
たリスク評価値を、PBPKモデルに用いた経口摂取量で割ることにより、Slope Factor値を算出し、U.S.EPAの
示す Slope Factor値 0.34[7-7]と比較した。その結果を表 7-6に示す。計算の結果、本評価における Slope Factor

























スク評価を行った。その結果、大気中ベンゼン 1ppmに対して 7.3!10-4-2.0!10-3、大気中ベンゼン 1µg/m3に対
して 2.5!10-7-6.7!10-7とのリスク値を得た。この結果は、U.S.EPAによる大気中ベンゼン 1ppmに対するリスク
(7-48) 







表 7-6 Slope Factorによる本評価の検証結果 
LQ Weibull U.S.EPA
Min 0.109-0.758 0.114-0.737



















評価を行った。その結果、経口摂取に対する Slope Factor として 0.108-0.776 との見積もりを得た。この値は
U.S.EPAによる Slope Factor値 0.34の約 3分の 1から 2.25倍程度の値であり、また、U.S.EPAが Slope Factor

































発がんモデルを構築する等、別の手段で in vitroの影響と in vivoの影響とを関連付ける必要がある。更に、本
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1. ヒト正常骨髄細胞に対する最適培養条件として表 2-1 に示した条件 4, すなわち培養液として 1%(v/v)の
StemSpan® CC100を添加した無血清培地 StemSpan® SFEMを用いた、初期細胞密度 1.7×104cells/mLでの
培養という条件を見出し、実際に培養 6日目に約 15.9倍という充分な増殖を確認した。 




胞における報告値 310.3 pmol/106cells[8-1]を上回る含有量測定値 872±406 pmol/106cells（n=5）を得た。す
なわち代謝機能の観点からも適切な培養状態であることが確認されたと言える。 
 




Weibull モデルに基づいた場合、CAT で 0.462[Gy/µM], HQ で 0.429[Gy/µM], CAT と HQ の複合曝露で







 続いて Chapter 4では、PBPKモデルを用いたベンゼンの体内動態評価を行い、ベンゼンの吸入曝露に対応
するベンゼン及び代謝物の骨髄中濃度を計算した。その結果、骨髄中濃度の計算値は、大気中濃度 1ppmのベ
ンゼン曝露に対しては、ベンゼンで 1.3!10-1µM、CATで 4.2!10-2µM、HQで 2.3!10-1µMとなり、大気中濃度




 また、ここで得た骨髄中ベンゼン及び代謝物濃度と、Chapter 3 で得た放射線等価係数とを用いてベンゼン
誘発白血病リスクを評価した。その結果、ベンゼンにより誘発される白血病の生涯死亡リスクは、大気中ベン
ゼン 1ppmに対して 7.3!10-4-2.0!10-3、大気中ベンゼン1µg/m3に対して2.5!10-7-6.7!10-7となった。この結果は、


















 Chapter 6 では、タンパク質の発現変動パターンをリスク評価に適用する可能性について検討することを目
的として、X線、CAT, HQを曝露したヒト正常骨髄細胞からタンパク質を抽出し、二次元電気泳動による網
羅的発現変動解析を行った。その結果を比較した結果、ベンゼン代謝物曝露と X 線照射に共通してその発現






 Chapter 7では、Chapter 2~Chapter 6までのベンゼン誘発白血病リスク評価に関する検討を総括し、本研究で
提案する放射線等価係数を用いたリスク評価の概要と将来像について整理して述べた。 
 また、ACN誘発肺がん及びDDT誘発肝臓がんの各々を対象として放射線等価係数を用いたリスク評価を試
みた。その結果、DDTについては経口摂取に対する Slope Factorとして 0.108-0.776との見積もりを得た。こ
の値はU.S.EPAによる Slope Factor値 0.34の約 3分の 1から 2.25倍程度の値であり、また、U.S.EPAが Slope 







 その一方で、ACNについては大気中ACN 1µg/m3に対して 4.4!10-9-2.2!10-8という肺がん生涯死亡リスクを
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色体標本作製についてご教示いただき、また、カリフォルニア大学バークレー校のMartyn T. Smith先生、Zhang 
Luoping先生、そして PDの Zhiying Ji博士には、FISH法等の染色体解析技術についてご教示いただきました。
皆様のお力添え無しには私の研究は成り立ちませんでした。また、学会発表や論文査読を通じて貴重なご意見
をいただいた諸先生方にも発表の度に様々なご意見をいただきました。この場を借りて皆様に厚く御礼申し上
げます。 
 そして、旧森澤研、現米田研に所属する学生の皆様には研究仲間として本当にお世話になりました。配属当
初から数えて 5年半、沢山の先輩、同回生、後輩、そして留学生の皆さま方に仲良くしていただきました。あ
りがとうございます。今後、研究室の皆さんに少しでも恩返しができるよう、精一杯努めさせていただきます。 
 最後になりましたが、家族の支えなくしては大学での研究生活は成り立ちませんでした。母に学位を取得し
て自立する姿を見せられなかったのは残念でなりませんが、今後も一層家族の絆を大切にして生きていけたら
と思います。また、妻、そして 3月に生まれた我が子には、長年学生として支えてもらうばかりで迷惑をかけ
てしまいました。せめてこれからは家族が目一杯幸福な人生を送れるよう全力を尽くしたいと思います。 
 
 皆様、本当にありがとうございました。 
